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M atrix m etallopr otein a s e3くM M P－31 は， 関節軟骨に 存在す る プ ロ テ オ グリカ ンやIX 型コ ラ ー
ゲ ン を分解す る こ と が知 られ て い る． 本酵素の 免疫組織化学的局在 を培養慢性関節 リウ マ チ くrhe u m atoid
a rthritis， R Al 滑膜細胞， R A滑膜及 び正常滑膜組織 に つ い て 検討 し た． 精製 した活性型 M M P－3 く分子 量
28
，
0001 に 対す る抗体 は， M M P－3清性阻害試験， オ ク タ ロ ー ニ 法， 免疫沈降反応法， W e ste rnblot法，
間接螢光抗体法の 吸収試験の 各 デ ー タ よ り M M P－3 に 特異的で あ る こ とが 示 さ れ た． 継代 第 一 代 の 培 養
R A滑膜細胞 は マ ク ロ フ ァ ー ジ調整培地 で刺激す る と， 仁3Hコ標識カ ル ポ キ シ メチ ル 化 トラ ン ス フ ェ リ ン を
分解 し， 抗体 で免疫沈降され る M M P－3 を培養液中に 分泌した ． 間接螢光抗体法で は R A滑膜細胞 は マ ク
ロ フ ァ ー ジ調整培地 に よ る刺激下に お い て 1ルM モ ネ ン シ ン で 30分間以上 処理 した場合 に の み細胞内の
螢光が陽性 と な っ た ． R A滑膜組織は 正常滑膜と は対照的 に ， 滑膜表層 く内膜1 細胞の 過形成と内膜下結合
組織 に お け る著 しい 炎症細胞浸潤 を示 し た． M M P－3は モ ネ ン シ ン 処理 し た材料に お い て， 過形成 を示 す
R A滑膜内膜細胞 に 免疫組織化学的 に 局在し た． し か し， 正 常滑膜細胞に は陽性所見は認めら れ なか っ た ．
免疫電顕法 で は， 滑膜芽細胞 くB細胞， F細胞Iが M M P－3の 合成 を行 っ て い る こ とが 明ら か で ， 反応陽性
産物 はモ ネ ン シ ン処理 に よ り空 胞化 した ゴ ル ジ装置内に 観察さ れた ． こ れ らの デ ー タ は M M P－3 が過形成
と な っ た R A滑膜芽細胞 に よ っ て合成さ れ， 細胞内に 貯蔵さ れ る こ と な く持続性 に 分泌さ れて い る こ と を
示 し てい る． また 滑膜内膜下結合組織中に 浸潤し た種々 の 炎症細胞 に 由来する因子 が滑膜芽細胞 を刺激 し
て い る と推察 され た．
Key w ords rheu m atoidarthritis， SynO Vialtiss u e， m etalloproteinase， lo c aliza －
tio n
慢性関節 リ ウ マ チ くrhe um atoid a rthritis， R Al は
免疫学的機序 に よ り生 じ た全身性炎症性疾患で あ る
が ， そ の 病変の 主座 は関節 に あり， 慢性増殖性滑膜炎
に よ り関節軟骨や関節周囲組織の 破壊 をき た す疾患で
ある
． 本疾患 に お け る関節軟骨破壊機序 に 関 して は，
炎症 細胞か らの 活性酸素や荷重 に よ る機械的ス ト レ ス
な ども 何ら か の 役割 を果た し てい る が， 種々 の 蛋白分
解酵素が主役 を演 じて い る と考 え られ て い る り21． この
よう な 蛋白分解酵素の 中で も， 金属 依存性蛋白分解酵
素 で ある m atrix m eta1lopr otein a se sくM M Psl は滑
膜組織構成細胞や軟骨細胞 に よ っ て 分泌され る と考 え
られ る こ とや， 関節構成組織に 存在 する 全て の 細胞間
マ トリ ッ ク ス 成分を分解する能力が ある こ とか ら 関節
破壊 に は特 に 重 要な役割 を果た すと 考えられて い るII．
M M Ps に は少な く とも 3種類 の 異なる 酵素が 知 ら れ
て お り， M M P－1 は コ ラ ゲ ナ
ー ゼ3川 ， M M P－2 はゼ ラテ
ナ ー ゼ516I， M M P－3
7Iは prote oglyca n ase
即 あ る い は
stro m elysin
9，と呼ばれ る酵素 に 相当す る． こ れ ら の 中
で ， M M P－3 は広い 基質特異性 を有する こ とが特徴 で ，
軟骨プ ロ テオ ブ リカ ン， 1V型 コ ラ ー ゲ ン ， ラ ミ ニ ン ，
フ ィ ブ ロ ネク テ ン ， ゼ ラ チ ン及 び1 X 型コ ラ ー ゲ ン を分
解す る こ とが 知ら れ て い る ． M M Pt3 は培養下 に お け





s m ediu mニ FI T C， flu o res cein is othio cya n ateニ M M Ps， m atrix m etallopr otein as esニ
N H2－ Ph－ Hg－Ac，4－ aminophenylm ercuric acetate三 P AGE， pOlyacryla mide gelelectrophore sisニ
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る ウ サ ギ滑膜細胞9I， ウ サギ軟 骨細胞 州 ， ウ サ ギ骨 組
織8I及び R A滑膜細胞71に よ っ て 培養液中に 合成 一 分泌
さ れ る こ と はす で に 報告さ れ て い る． しか し M M P－3
が R A滑膜 を は じ め と す る 種々 の 組 織 に お い て わ7
め 8 で も合成 ． 分泌さ れ てい るか に 関し て は全く報告
が な い
．
また ， どの よ う な細胞や細胞内小器官が そ の
合成 ． 分泌 に 関与 し てい るの か に つ い て も い まだ報告
され て い な い ．
本研究で は， M M P．3 に 対す る特異抗体 を用 い て， ま
ず培養下 で の R A滑膜細胞 に お け る M M P－3 の 免 疫
組織化学的局在 を検索し， 次 い で R A滑膜組織と正 常
滑膜組織 に お け る こ の 酵素の 局在 を光顕及び電顕レ ベ
ル で検討 した ．
材料お よ び方法
工 ． R A滑膜組織及 び正 常滑膜組織
R A滑膜組織 は， 金沢大学医学部付属病院と その 関
連 病 院 の R A患者 14症例 くcla ssic al R A 7例，
defin ite R A 7例l よ り， 人工 関節置換術 ． 滑膜切 除
術 の際 に 採取 した． 対照と して ， 悪 性骨巨細胞腫に 対
して行 なわ れ た切断下肢 の足関節と， 離断性骨軟骨炎
の肘関節及び半月板損傷 の膝関節か ら 採取 した 組織学
的 に 正 常な滑膜組織 を用い た．
口 ． R A滑膜細胞 の 培養
Dayerら
1 1切 方法に 従い ， R A滑膜組織よ り 初代培
蓑細胞 を得 た． す な わ ち， 摘出 した R A滑膿組織 をす
み や か に 無菌的 に ハ サ ミ で細切 し， 4 mgノmlの 細胞分
散用 コ ラゲ ナ ー ゼ くc ollagen a s e， 和光純薬lで 37
0
C l
時 間処 理後， さ ら に 0．2％ト リ プ シ ン 液 くTry psin －
E D T A， Gibc o，中で 室温 1時間処理 した． この 細胞浮
遊液 をス テ ン レ ス 製メ ッ シ ュ で 濾過 し， 得られ た細胞
を 10
6
へ 107 個ノ25c m2 組織 培養 フ ラ ス コ の 濃 度 で ，
15％牛胎児血清くFetal Bo vin eSe r u m， Gibc olを含む
Dulbec c o
，
s m odified Eagle
，
s m edium くD M E M，
Flo w Laborato riesl 内で単層培養 した．
初代培養細胞が コ ン フ ル エ ン トに 達 した 後に トリ プ
シ ン で 剥離 し， 初代培養 と同様 な条件 で組織培養 フ ラ
ス コ 内あ るい は テ ィ シ ュ ー ． カ ル チ ャ ー ． チ ェ ン バ ー ノ
ス ライ ド くM ile s， U S Al 内に 継代培養し た．
m ． マ ク ロ フ ァ ー ジ 調整培地 の 作製
M aina rdi ら1 21の 方法に 従 い ， 成熟 ウサ ギ く2 旬 2．5
kglの 耳介静脈に 0．2 miの Fre u nd 完全 ア ジ エ バ ン ド
を注射 2過後 に 屠殺 し， 肺 胞 中 に 遊走 し た マ ク ロ
フ ァ ー ジ を ハ ン ク ス液で肺胞 を洗浄す る こ と に よ り採
取 した． この マ ク ロ フ ァ ー ジ を0．2％水酸化 ラ ク トア
ル ブ ミ ン くGibc ol を含 む無血清 D M E M液 で培養し，
こ の 培養液 を ア ミ コ ン限 外濾過装置 で 50－70倍 に 濃
縮 して マ ク ロ フ ァ ー ジ調 整培地 と して 用 い た ．
1V． R A滑膜鱒胞培養液中の M M P．3 活性の 測 定
継代第 1代 の 培養細胞 が コ ン フ ル エ ン トに 達す る直
前 に 培養液を捨 て ， ハ ン ク ス 液で 3 回洗浄後 0．2％水
酸化 ラ ク トア ル ブ ミ ン を含む 無血清 DM E M培地に 換
え， 濃縮 した マ ク ロ フ ァ ー ジ調整培地 を 100倍希釈で
添加 し た． マ ク ロ フ ァ ー ジ調整培地添加直後 と 1， 3，
5， 7 日目に 100JLl づつ 培養液 を採取 し， O kada ら71
の 方法 に 従 っ て L3Hコ標識 カ ル ポ キシ メ チ ル 化 ヒ ト ト
ラ ン ス フ ェ リ ン く亡3Hコ Cm ． T fl を基 質と して M M P－
3活性を 測定 し た． ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分解酵素活性 の
測定 は， 各時期 に 得 られ た試料 く10ノ川 に つ き， 金属
依存性 蛋白分解酵素 の 活 性化剤 で あ る 4－a min o－
phe nylm er c u ric a c etate くN HrP h－Hg－AcH 最 終濃
度1．5 m M うの 存 在， 非存在下 で行わ れ た ．
V ． 培養 RA 滑膜細胞分 泌 蛋 白 の 放射性 同位 元素
に よ る 標識
継代第 1代 の R A滑膜細胞 を マ ク ロ フ ァ ー ジ調整
培地 と 15％牛胎児血清 を含 む D M E M液 で 5 日間培
養後， ハ ン ク ス 液 で 3回 洗浄 し， ロ イ シ ン を含ま な い
D M E M液で 20分間培養 した ． そ の 後， 同培養掛 こE3
Hコ ロ イ シ ン く0．5 m ciハO ml培養液う を加 え て 4時間
培養す る こ と に よ っ て， 新た に 培養細胞内で 合成さ れ
る ロ イ シ ン を含む す べ ての 蛋白を標識 した．
VI． 羊抗 ヒ ト M M P－3抗体の 調整
抗体 は， O kada ら7Jに よ っ て 精 製 さ れ た 活性 型
M M P－3 く分子 量 28，000う を羊 に 免疫 し て作製 され た
も の を 用 い た く未発表 デ ー タフ．
1 ． 抗 M M P－3 IgG F くabり2 の 作製
マ ク ロ フ ァ ー ジ をは じめ と す る Fc レ セ プタ
ー を有
す る細胞と の 非特異的反応 を防 ぐ為に ， IgG F くab
，
12
を以 下 の 方法で 作製 した ． 羊抗 ヒ ト M M P－3血清 く23
mlっ と羊未感作血清 く20mり よ り硫安 沈殿法 く30％飽
和度1 と 0．1 M Tris－ H Cl， pH 8．O10．02％ NaH， 緩衝
液 で 平衡化 さ れ た D E A E－ C ellulo seカ ラ ム く2．5X 6
c ml に よ りIgG を精製 した ． 精製 し たIgG を 0．1 M
酢酸緩衝液， pH 4 ．5 に 透析後， ペ プ シ ン く重 量比 1 こ
50， シ グ マ 社うで 37
0
C， 49時間消化し た． ペ プ シ ン の
作用 を ペ プ ス タ テ ン A で停 止 後， 試 料 を pho sphate
buffe r s alin eくP B SIJIo ．02％ NaN3 で 平 衡 化 し た
U ltr ogel AcA 4 4 カ ラム く1 ．5xl15c ml に か け， 各 プ
P B Si phosphate buffer s alin ei P L P， periodate
－1ysin e－ pa rdfo r m aldehyde三 R A， rhe u m atoid
arthritisニ SD S， S Odium dodecylsulfate －
慢性関節リ ウ マ チ滑膜組織 に お け る蛋白分解酵素の局在
ロ テ ィ ン ピ ー ク を 10％ sodium dode cyl s ulfate
くS D Slノpolya c ryla mide gel ele ctoropho re sis
CP A G EHこよ っ て 分離 した後， IgG Fくab
，
l2 分画分を
集め ア ミ コ ン 限外濾過装置で 13 mgノmlに 濃縮 した．
2 ． M M P－3活性 の阻害試験
M M P－3活 性 を 含 む R A滑腰細胞培養液 を diis o．
pr op yl flu o r opho sphate 処 理 した 抗 M M P－3 IgG と
室温で 12時間反応後， 仁3Hコ標識カ ル ポ キ シ 化 ヒ ト ト
ラ ン ス フ ェ リ ン を用 い て 残存す る トラ ン ス フ ェ リ ン 分
解活性を測定 した．
3 ． ゲ ル 内沈降反応法 くオク タ ロ ー ニ 法う
50m M Tris－H Cl， pH 7．5ノ0．15 MNaCl10．01 M
CaC12J
Io．02％ NaN3 緩衝液 に 溶解 した 1％寒天 を ガ
ラ ス プ レ ー ト上 で ゲ ル 化させ ， オ ク タ ロ ー ニ プ レ ー ト
を作製 した． 10ノ上1の 抗血 清と漉絶 し た R A滑膜細胞
培養液 を用 い て沈降線の 出現を検討 した ．
4 ． 免疫沈降反応法
Naga seら 瑚 の方法 に 従い ， M M P－3 を免疫沈降反応
さ せ た．仁3Hコロ イ シ ン で標識 した培養液と羊抗 M M P－
3 血清 を反 応させ た 後， 抗原 二 抗体複合体 を プ ロ テイ
ン A－ セ フ ァ ロ ー ス C し4Bくシ グ マ 社1に 付着させ ， こ
の 複合体 を S D SIP A G E試料用緩衝液 と とも に 煮沸 す
る こ と に よ り 分離 した． こ の試料を 10％S D SIP A G E
で電気泳動後， フ ル オ ロ グラ フ イ 一 に よ り観察し た．
5 ． イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 くW e ste rnblot 法l
精製 され た滞在型 M M P－3く分子 量 57，0001 と活性
型 M M P－3く分子 量 28，0001 及び濃縮 され た R A滑腰
細胞培養液を 10％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル に 電気泳
動 し， こゐポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル か ら蛋白を ニ ト ロ
セ ル ロ ー ス膜 に 転写 した． こ の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス膜 を
抗 M M P－3 IgG Fくabり2 と反応させ ， ア ピジ ン ー ビオ
チ ン ー ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体 くa vidin－biotin
per o xida se c o mple x， A B Cl 法に より発色 した ．
YII． R A滑膿細胞 に対 す る 間接螢光抗体 法
テ ィ ッ シ ュ ー ． カ ル チ ャ ー ． チ ェ ン バ ー ノス ライ ドを
用 い て 継代 1代目 の RA 滑膜細胞 を ス ライ ド グ ラ ス
上 で培養 し， マ ク ロ フ ァ ー ジ調整培地で 4 へ 5 日間刺
激後， He mbry ら1 4切 方法 に従 い IJJM モ ネ ン シ ン で
10分 ， 30分， 1時 間， 2時間， 3時間処理 した
．
モ ネ
ン シ ン 処 理 後 ， periodate－1ysine－par afo r m aldehyde
くPL円固定液で 40C， 2時間固定 し た． 対照 と して モ
ネ ン シ ン 未処理 材料 を用 い 同様の 固定を行 っ た
．
ス ラ
イ ド グラ ス を P B S で十分洗浄後， 羊抗 M M P．3 IgG F
くabり2 と 室温 で2 時間反応 し，flu o r e sc einis othio cya－
n ate くFI TCl で標識 した ヤ ギ抗羊IgG抗体 と反応 し
て 螢光顕微鏡で観察 した． 吸収試験は ， 抗体 を潜在型
M M P－3－Sepha r o seへ 吸着す る方法や ， 抗体 を M MP．3
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活性 を含む培養液で希釈する こと に より実施 した．
Y 肌 R A滑膜組織 に お け る M M P．3の 免 疫組織学
的局在
1 ． 間接螢光抗体法
採取 し た R A滑膜組織 を で き る 限り 速 や か に約
3 X 3 X 3 m m 大に細切 し， 1ノfM モ ネ ン シ ン と 15％
牛胎児血清を含む D M E M液中で ， 10分， 30分， 1時
間， 2時間， 3時間器官培養 した． 対照と して， モ ネ
ン シ ン を含 まな い D ME M培養液中で同時間培養 した
材料 を用 い た ． 培養後， 試料を乗回定あるい は P L P固
定 く4
O
C， 2 時間l 後， Tissu e－ Tek．0．C．T ． c o mpo u nd
に 包埋 し凍結切片 を作製 した． この切片を用い て， 培
養 R A滑膜細胞 に 対 して行 っ た と 同様 の間接螢光抗
体法に よ っ て 観察 した
．
また 一 部の材料 につ い て は，
10％中性 ホル マ リ ン 固定 し， パ ラ フ ィ ン切片に つ き へ
マ トキ シ リ ン ． エ オ ジン くH－ Eン染色 を実施 し組織学的
観察 を行 っ た． 対照群 の正常滑膜組織 につ い て も R A
滑膜組織に対 して 行っ たと 同様の 処理 を行い ， 間接費
光抗体法に よ り M M P－3の局在を検討した
．
ま た， H－
E 染色標本 に て組織学的に 炎症細胞浸潤や滑膜内膜細



















1 0 0 10 1 0．1 0
Anti－ MM P－ 3 1gGくPgI
Fig． 1． Inhibitio n of M M P－3 activity by a nti－
M M P－3 IgG． Va rying a m o u nts ofpurified anti．
M M P－3 IgG tr e ated with 2m M diis opropryl
flu oropho sphate w a sin c ubated with rhe u m atoid
C ultu r e mediu m c o ntaining M M P，3 a ctivity， a nd
a ss ayed fo r residualenzymic a ctivity u sing E311コ




Fig． 2． Ou chterlo ny do uble im m u n odifusio n of
a nti． M M P－3 a ntis e ru m ag in st rheu m atoid
c ultu re m ediu m． As， a ntis eru m，i A
．F， C O n－
c entrated c ultu r e m edium diluted with pho sphate

















2 ． 免疫電顕 法
R A滑膜組織を細切後 1声M モ ネ ン シ ン で 3時間処
理 し， P L P固定液中で 4
0
C， 15句 18時間固定後， 脱 水，
エ ボ ン包 壊 した． 超薄切 片 を水酸化 カ ル シ ウ ム 液処理
に よる脱 エ ボ ン 後， 抗 M M P－3 IgG Fくab
，
l2 で室温 ，
1 へ 2時間反応さ せ ， ビオ チ ン化 ウサ ギ抗羊王gG を用
い た A B C法を実施 した ． こ の 反応 の 後， 超薄切 片を
2％四 酸化オ ス ミ ウム 処理 し， 酢 酸ウ ラ ニ ー ル と硝酸
鉛 の 二 重 染色 を施 し日 立 H－500電子 顕微鏡 に て 観察
し た
．
ま た， 1メm 切 片に つ い て も 同様の 反 応後， トル
イ ジ ン 青染色を行 い 光学顕微鏡 に て 滑膜組織に お ける
M M P－3塵 生細胞の 局在 を検討 した ．
成 績
I ． 杭 M M 骨－3抗体 の 特異性
1 ． M M P－3済性阻害試験
図 1 に示 す よ う に ， 培養液中の M MP－3活性 は 抗
M M P．3 工gG に よ っ てほ ぼ完全 に 阻害 され た ．
1 2 3
Fig． 3． W e ste rnblotting． Pu rified a ctiv eM M P
－3
0f 嬰rニ 28，000く1a n elJ， a n pr e C u S O rfor m of
M M P－3 with4gr ニ 57，000く1a n e2Ja nd c o n c e ntr at
－
ed c ultu r e m ediu m fr o m rhe u m atoidsyn o vial
c ellsく1a n e3J w ere ele ctr opho r e sed o nlO％ S D S
くr edu cinglgelくAl． An othe r s et ofsa mple sw ere
ele ctr ophor es ed a ndtr a n sfer redto nitr o c ellurose，
and M M P－3 w a s vis u alized u sing she ep a nti－
M M P－3 IgG Fくab
，l2 a nd abiotin ated a nti．she ep
IgG a ntibodyfollo w ed by an avidin －biotin pe ro xi
．
da se c o mple x m ethodくBl． T he 些 r ofsta nda rd
protein s a r eindicatedto theleft ofthe gel．
慢性関節 リ ウ マ チ滑膜組織 に お け る蛋 白分解酵素の 局在
2 ． ゲ ル 内沈降反応法 け ク タ ロ ー こ 法1
抗 M M P－3抗血清 と， 培養液と の 間 に 単 一 の 沈降線
を示 し た く図21．
3 ． イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 くW e sternblot法l
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転 写さ れ た 活性型 M M P－3
く分子 量 28，000Jと滞在型 M M P－3 く分子 量 57
，
000うは
抗 M M P－3 IgG Fくabり2 に よ っ て 認 識 さ れ た く図
31． ま た， 培養液中に 存在す る蛋白バ ン ド の う ち， 抗
M MP－3 IgG Fくab，12 は 分 子 量 57，000 の滞 在型
M M P－3 と その 糖付加 をう け た分子 量59，000用 の 蛋 白
バ ン ドを 認識 した く図 3う．
工工
． 培養 R A滑膜細胞 に よ る M M P－3 の 分 泌 ． 合成
1 ． M M P－3の 培養液中 へ の 分泌
ウ サ ギ肺胞由来 マ ク ロ フ ァ ー ジ調整培地 で R A滑
膜細胞を刺激 し， 培養液中に 蓄積 した M M P－3 の 活性
を経時的に 測定 した． 図4 に 示 す よ う に その 活性 は，
3 日目， 5 日目と増加 する が以 後平衡 に 達 した． M M P－
3 はすべ て潜在型 で存在しノ ， N H2－Ph－ Hg－Ac処理 しな
い と 全く 活性 は検出され な か っ た ．
0 1 3 5 7
Days of Cultu re
Fig． 4． Tim e c o u rs e ofE3Hコ c a rbo xym ethylated
transfe rrin －degr ading a ctivityin c ultu r e m ediu m
afte rtheinductio n with m a c r ophage c o nditio ned
m ediu m． R heu matoidsyn o vial c ells w e retre at－
ed with m a cr ophage co nditio n ed m ediu m in
S e ru mイre e m ediu m ． On day O くim mediately
afte rthe ad dito n ofthe c o nditio n ed m ediu mI，1，
3
，5 a nd 7， a pO rtio n of c ultu r e m ediu mく100J川
W a S r e m OV eda nd仁3HコCm － T f－degr ading a ctivity
W a S aSS ayed in the pre s en c eく中 一 争J o r abs en c e




培養 R A滑腰細胞 に よ っ て培養液中に 合成 ． 分泌さ
れ る 蛋白を仁3Hコ ロ イ シ ン に よ っ て標識 し， こ の 培養
液 か ら抗 M M P．3抗体 を用 い て免疫沈降反応 を行 う
と， 図5の 如く分子 量57，000 と 59，000 の 2つ の 蛋白
バ ン ドが 観察され た ． こ れ ら は， We ster nblot法の所
見と同様 に ， 滞在型 M M P－3 と その 糖付加さ れ た酵素
に 相当す る と 考え ら れ た． ま た こ れ ら の 所見 は， 抗
M M P，3 IgG Fくabり2 が 活性型 の み な ら ず滞在型
M MP－3 も認識 する こ と を示 して い る ．
m ． 培養 R A滑膜細胞 に対 す る 間接螢光抗体法
テ ィ シ ュ ー ． カ ン チ ャ ー ． チ ェ ン バ ー ノス ラ イ ド 中で
培養 した R A滑膜細胞を マ ク ロ フ ァ ー ジ調 整培地 を
含む培養液で 5 日間培養 し， モ ネ ン シ ン で 3時間処理
後抗 M M P－3 IgG Fくab
，l2 を用 い た 間接螢光抗体法
嶋 94
－ 77
Fig． 5． Im m u n opr e cipitatio n of M M P－3 fro mE3Hコ
1e u cin e－1abeled c ultu re m ediu mfr o m rhe u m atoid
Syn O Vial c ells with a nti－M MP－3 antis er u m．
Rhe u m atoid syn o vial c ells stim ulated with
m a c rophage c o ndit o n ed m ediu m w e relabeled
withE3Hコ1eu cin efo r4ha ndc ultu re m ediu m w as
ha rv e Sted． Tw o pr ec u rs orfo rm S Of M M P－3
－Mrニ 57，000a nd 59，000Iw e reim m u n opre cipitated
fr o mE3Hコ1eucin elabeled c ultu re m edium u Sing
a nti．M M P－3 a ntiser u m a nd pr oteinA －Sepha r o se
C し4 B． T he s a mple w a s ru n O nlO％ SDSIPAG E
a nd flu o r ogr aphed．
154 竹 内
で 観察 した． その 結果， ほと ん ど全 て の 細胞 く約 90％う 液で吸 収後反応 させ る と螢光 は全く観察さ れ な く な っ
が 螢光陽性 を示 し た く図6al． 螢光は， 細胞の 核周 囲 に た く図6bl． 同様 に ， 末感作羊IgG Fくab
，
12 で も全く
強 く 認 め ら れ た． 抗 M M P－3 抗体 を， 精製 し た pr o 螢光 は認 め られ な か っ た く図 6cう． モ ネ ン シ ン 処 理 2
M M P，3 く分子 量 57，0001 や M M P－3活性を含 む培養 へ 3時間で は強い 螢光が認め られ たが く図 6aJ， 30 分
Fig． 6． Im m u n ohisto che mic a1 lo cal iz atio n of M M P
．3 in c ultu r edrhe um atoidsyn o vial
c ells． alRhe u m atoidsyn o vialc ellstre ated fo r4 days with m a cr ophage c o ndito n－
ed m ediu m a nd lJLM m o n e n sin forthefina1 3hofthein cubatio npe riod w er efix ed
a nd stain ed with she ep anti．M M P－3 IgG F くabり2 follo w ed by FI T C－1abeled a nti－
she epIgG antibody． Note that alm o st allc ells ha v eju xta n u cle a rbrightflu o re s－
c en c eくarrow sl， indic ating the pr e se n c e of M M P－3． X230． bン a nd cJ Rhe um atoid
syn o vial c e11s tr e ated with m a cr ophage c o nditio n ed m ediu m a nd m o n e n sin w er e
re a cted with a nti－M M P－3 IgG Fくab
，l2 abs o rbed by proM M P，3 く些r ニ 57，0001
c o upled to Sepha ro seくbナo r with n o n．im m u nized she epIgG Fくabり2くcla nd stain ed
With FIT C－1abeled a nti－ She epIgG antibody． X 250．
慢性関節リ ウ マ チ滑膜組織 に お ける 蛋白分 解酵素の 局在
Fig． 7． Light mic r ogr aph of rhe um atoid syn o vial tiss u e sho w lng hyperplastic
Syn Ovial linil－g くil－tim al c ells a nd lym Pho－m O n O n u Cle a rc ell infiltratio n in the
Subintim alc o n n e ctive tiss u e． He m ato xylin －e O Sin stain． xl lO．
Fig． 8． Im m u nolo c aliz atio n of M M P－3 inrhe u m atoidsyn ovialtissu e． T he tiss u e
W a Str e ated with lJLM m o n e n sin in D M E Mc o ntain ing lO％ fetal bovin e s er u mf。r
3ha nd fr o z en s e ctio ns w e r e stain ed by a FIT C－im m u n oflu o r es c ent m ethod with
a nti，M M P－3 IgG Fくab






間 句 1時間で は その 程度 は弱く， 未処理 や 10 分間処理
群で は ほと ん ど螢光は認 めら れ な か っ た ．
1V． R A滑膜組織の 組織学的観察
正常滑膜組織 は 1 へ 3層の 滑膜表層細胞層 く滑膜内
膜1 と内膜下結合組織か ら な り， 後者は組織の 遠い に
よ り脂肪組織型， 疎性結合組織至軌 線維組織型 に 一 般
的に 分類さ れて い る16I． 正 常滑膜組織で は どの 塾 の 滑
膜 に お い て も， ほ と ん ど炎症細胞浸潤 は認 め ら れ な
か っ た ． 一 方， R A滑膜組織で は ， 滑膜内膜細胞 の 増生
く3 へ 5層1と， 内膜下結合組織 に お け る著 しい 炎症祀
胞浸潤及 び血 管の 増生 が認 め られ た く図7う． 炎症細胞
は主 と して ， リ ン パ 球， 形質細胞か ら な るが ， 少数の
マ ク ロ フ ァ ー ジや好中球も散在性 に 認め られ た．
V ． R A滑膜組織 に 対 す る 間接螢光抗体法
R A滑膜組織 を モ ネ ン シ ン処理 後， 抗 M M P－3 IgG F
くab，l2 を用 い た 間接費光抗体法 で 観察 した ． M M P，3
に 対す る蛍光 は， 検索 した 7例の 全 て の 検体に お い て
滑膜内膜細胞 の 大部分に 陽性 に 認め ら れ た く図 81． 螢
光 は， 主 と して 滑膜内膜細胞 の 核周 囲の ゴ ル ジ野 と思
われ る部位 に 見ら れ， 末固定材料で は び漫性 に ， P L P
Fig． 9． lrn m u n Ohisto che mic aldem o n str atio n of M M P
－3 in the rheu m atoidsyn o viobla stくB－
cell． Rheu m atoidsynovialtis su e w a sin c ubated with lJLM m o n e n sin fo r3h，fi
xed with
p L P fo r15hat 4
O
C and e mbedded in Epo n812． Ultr athin se ctio n s w e rebriefly tr e ated
with K O Hto rem o v eEpo n812and stain ed with she ep a nti
－ M M P－3 IgG Fくabり2follo w ed
by a n a vidin－biotin pe ro xida s e c o mplex m ethod u singbiotin ated a
nti－SheepIgG a ntibody．
A fte rthe r e a ctio n， the s e ctio n s w er estain ed with u r a nyla cetate a nd le ad citrate ． Note
the pr e se n c e ofthe re a ctio nprodu ctsin Golgi
－r elated v a c u olesくa rr o w slofa syn o viobla st
cha r a cteriz ed by w ell－de v eloped r o ugh e ndopla s mic retic ulu m a nd m ultiple Golgi
appa r atu s． x7，900－ Ins et， tW O ty pe S Of syn o via
l intim a c ells sho wing positiv e a nd
n egativ eくa rr o w slim m u n o r e a ctivity． On e microm eter se ctio n s of Epo n e mbeddedtiss u e
tr e ated with m 。n e n Sin w e r e r e a cted with anti－M M P
－3 IgG Fくabり2 follo w ed by A B C
c o mple x m ethod a nd stain ed withtoluidin blu e． X750．
慢性関節 リウ マ チ滑膜組織に お ける蛋 白分解酵素の 局 在 157
固定材料で は顆 粒状に 観察さ れ た． モ ネ ン シ ン 処理 30
分か ら 1 時間で は ごく 一 部の 滑膜内膜細胞 に 弱 い 螢光
が 見 られ ， 2 旬 3時間処理 で は その 程度は増強し た．
ま た 処 理 時間が 10 分間や未処 理 材料 で は螢光 は ほ と
ん ど観察さ れ な か っ た ． モ ネ ン シ ン で 3時間処 理 し た
材料に つ い て未感作羊IgG F くab
，
う2 で 反 応 を行 っ て
も ， 螢光 は認め られ な か っ た ． 正 常滑膜組織 を同様 に
モ ネ ン シ ン 3 時間処理 し M M P－3の 局在 を 検索 し た
が ， M M P－3に 対する 螢光陽性細胞は全く認め ら れ な
か っ た
．
V王． M M P－3 産 生細胞の 免疫電 鉄 法 に よ る 同定
エ ボ ン包埋 材料か ら 1JLm 切 片 を作製 し M M P－3の
局 在 を A B C法で 観察す る と， 滑膜内膜細胞 に は 反 応
陽性 の 細胞と陰性の 2種類 の 細胞 が区別 さ れ た く図
9う． 反応 陽性の 細胞 は楕円形な い し紡錘形 の 胞体を 有
し， 突起 に 乏 し い の が特徴で ある の に 対 し， 反 応陰性
細胞 は細胞突起が多く核に 入 り込 み が 多い 特徴が 見ら
れ た く図 9う． 超薄切 片の A B C法 に よ る 免疫電顕 で
は， ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ反 応陽性産物は， 細胞突起が 少
な く， 粗面小 胞体と ゴ ル ジ装置 の 多 い 滑膜芽細胞 珊 瑚
す な わ ち B 型細胞1 9や F型細胞201と 呼ば れ る細胞 に
陽性 で あ っ た く図91． 反 応産物 は モ ネ ン シ ン 処理 に
よ っ て 拡張 した ゴ ル ジ装置内に 認め られ た． 一 方， 豊
富な細胞突起 と多数の 空胞や ライ ソ ゾ ー ム を有す る滑
膜大食細胞 印 刷 す な わ ち A 型細胞1 9や M 型細胞 細 に
は反応陽性産物は認 めら れ なか っ た ．
考 察
関節軟骨細胞間 マ ト リ ッ ク ス の 分 解 は主 と し て細胞
外 で 行わ れ る こ と や， 軟骨の 細胞外液が中性領域 に 或
る こ と な どか ら ， セ リ ン プロ ティ ナ ー ゼや 金属依存性
蛋白分解酵素 の よ う な 中性蛋白分解酵素が R Aに お




こ れ ら の う ち 種々 の 細胞間 マ トリ ッ ク ス を分 解
す る能力の あ る M M Ps に は， 少 な く と も 3種類の 異
な る酵素が 知 られ て い る ． M M P－1 くコ ラ ゲ ナ ー ゼうは
工 ， H， 工1王型コ ラ ー ゲ ン を特異的 に 分 解す る酵素で あ
り3I 4I， M M P－2 くゼ ラテ ナ ー ゼうは こ れ ら の コ ラ ー ゲ ン
の 熱変性 した ゼ ラ チ ン を小さ い ペ プ チ ドに 分解す る他
にI佑 V 型コ ラ ー ゲ ン も 分解 す る と 報告さ れ て い
る5I 6J． 一 方， M M P－371くstr o m elysin9り は 当初軟骨プ
ロ テ オ グリ カ ン を分 解 す る pr ote oglyc a n a se
81と して
報告さ れ たが ， 基底膜構成成分 の工V 彗せコ ラ ー ゲ ン や ラ
ミ ニ ン の 他 に フ ィ ブ ロ ネク テ ン ， ゼ ラ チ ン 及 びIX型 コ
ラ ー ゲ ン な どを分解 し221， その 広い 基 質特異性 か ら 玩
正 和 に お ける 細胞間 マ トリ ッ ク ス 分解 に 重要な役割
を果た す と考 え ら れ て い る ． 関節軟骨 に 存在 す る コ
ラ ー ゲ ン の う ち約 10％を占めるIX型 コ ラ ー ゲ ン は， Il
型 コ ラ ー ゲ ン分 子と の 架橋に よ っ てH 型コ ラ ー ゲ ン の
保持に 重 要な 役割 を持つ こ と が近年 明 らか と な っ て き
た23 ほ 弟
． 従 っ て ， 関節軟骨の 細胞間マ トリ ッ ク ス の う ち
プ ロ テ オ ブ リ カ ン と1X 型コ ラ ー ゲ ン 分解能を有 す る
M M P－3 は， 上述の M M Ps の な か で も特に R Aに お け
る関節軟骨破壊 に 関与する 重 要な 蛋白分解酵素 と考え
られ る．
問質型 コ ラ ー ゲ ン H へ 朝 型 コ ラ ー ゲ ンン を分 解す
る M M P－1 の 活性が， RA 関節液細 ， リ ウ マ チ結節2 61，
妊娠時子宮27I， 肉芽組織2 8Iな どで 上 昇し て い る こ と は
す で に 報告され て お り， この 酵素の 免疫組織化学的局
在は培垂線推芽細胞や軟骨細胞叫 ， R A滑膜細胞細 ，
R A関節組織 叫 ， 妊 娠時子 宮組織31りこお い て 証明さ れ
て い る
．
しか し M M P－3に つ い て は培養下 の ウ サ ギ滑
膜細胞 旺や軟 骨細胞1 0I及 び R A滑膜細胞7Iに よ っ て 合
成 ． 分 泌 さ れ て い る こ と が知ら れて い る だ けで ， 培義
R A滑膜細胞や滑膜組織構成細胞 に よる 合成 ． 分泌 を
免疫組織学的に 検討 し た報告は これ まで に な い
．
本実験で 用 い た 抗 M M PT3抗体が M M P－3に 対 し特
異 的で あ る こ と は以下り こ とか ら明らか で ある ． それ
らは， 11 M M P－3活性が本抗体 く1gGlで 阻害さ れる
こ と， 2フ ォク タ ロ ー ニ 法で 培養液との 間に 単 一 の 沈
降線 を形成す る こ と， 3う亡3日コロ イ シ ン で 標識 した培
養液よ り潜在 型 M M P－3の み と 免疫沈降反応 す る こ
と ， 41 W e ste rnblot によ り本抗体が活性型 M M P－3
と 潜在塾 M M P－3と反 応す る こ と， 5コ 間接螢光抗体
法で その 螢光が， 潜在型 M M P－3 に よる 吸収で 消失す
る こ と で ある．
培養 R A滑膜細胞 を マ ク ロ フ ァ ー ジ調整培地 で刺
激す る と M M P－3 が合成 ． 分泌 さ れる こ と は， トラ ン
ス フ ェ リ ン 分解活性の 上 昇 と免疫沈降反応法や間接螢
光抗体法の 所見 より明 らか で ある． しか し， M M P－3 の
細胞内で の 合成 ． 分泌機構に つ い て は こ れ ま で 全 く報
告が な い ． 本実験 では ， 蛋 白の 分泌を ゴ ル ジ装置の レ
ベ ル で 阻害す る モ ネ ン シ ン 処理321 33Iで 初 めて M M P－3
の 螢光が観察さ れ た こ と か ら ， 本酵素は リ ポ ゾ ー ム で
の 合成後， ゴ ル ジ装置を経由し て 分泌 さ れる と 考え ら
れ た． ま た こ の こ と は， M M P．3 が合成後細胞内 で貯蔵
され る こ と なく持続的に 分泌 さ れて い る こ と を強く 示
唆して い る
．
ウサ ギ滑膜細胞由来 M M P－1 は， pho rbor
m yristate a c etate 刺激下で リ ボ ゾ ー ム で 合成後粗面
小胞体 と ゴ ル ジ装置を経由し 30分以 内 に培養液中 に
持続性に 分泌 さ れ る こ とが報告され て い る 刷 ． M M P－3
は モ ネ ン シ ン 処理 30分間以 上 で 初め て その 螢光が 細
胞内に 認め られ る こ と を考 え合 わせ る と， M M P－1 と
同 一 の 合成 ． 分泌経路 を有す る と推測さ れ た．
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滑腰紐織 は滑膜表層細胞層 く滑膜内膜っ と内膜下結
合組織か ら構成さ れ て い る ． R Aで は図 7 に 見 られ る
よう に ， 滑膜内膜細胞の過形成 と内膜下結合組織 に お
け る リ ン パ 球， 形質細胞， マ ク ロ フ ァ ー ジな どの炎症
細胞浸潤の他， 血 管や線推芽細胞の増生が見 ら れ， R A
滑膜組織を構成す る細胞成分は きわ め て多彩 で あ る．
本 実験 に お け る間接螢光抗体法 の 所見 よ り，才佗 び 加 に
お い て は M M P－3 は過形成 を示 す 内膜細胞 に よ っ て合
成 ． 分泌 さ れ て い る こ とが 実証 され た． 培養滑膜細胞
に お け る と 同様 に モ ネ ン シ ン 処理 30分以上 の 材料 で
の み そ の螢光が認 めら れた こ と は， あ7 ク加 に お い て も
M M P－3 はゴ ル ジ装置を経由後細胞内に 貯蔵 され る こ
と なく持続性に 分泌さ れ て い る こ と を 示唆 して い る．
滑膜内膜細胞は構造 と機能の異な る 2種類の 細胞 か ら
構成 され て い る こ と は 一 般 的 に 認 め ら れ て い る17ト 抑
． それ らの細胞 は滑膜芽細胞 くB細胞， F細胞うと滑膜
大食細胞 くA細胞， M 細胞1で ， 前者 は滑膜細胞間 マ
ト リ ッ ク ス の 合 成 に 関与 し， 後 者 は 通常 の マ ク ロ
フ ァ ー ジ と同様 に 問質内に 生 じた代謝産物や異物の貴
食処理を行 っ て い る と考え られ て い る ． 光顕的に 両者
を区別す る こ と は難 しい が ， 電顕所見か ら類推す る と
滑膜芽細胞 は 一 般に 類円形 な い し紡錘形 で細胞突起 が
少 ない の に 対 し， 滑膜大食細胞 は入 り込 み のある核 と
多数の細胞突起 を有 する点が 特徴で あ る． エ ボ ン包埋
材料か ら作製さ れ た 1ノノm 切片で の 酵素抗体法 の所見
は ， M M P－3産生細胞が滑膜芽細胞 である可能性 を示
唆 してい る． 実際， 電顕的に も抗 M M P－3IgG F くabり2
と の反応陽性産物は， 細胞 突起が少 な く胞体内に 粗面
小胞体 と ゴ ル ジ装置 の豊富な滑膜芽細胞 に の み 陽性
で ， 滑膜大食細胞 に は認 め られ なか っ た ． ま た， 間接
費光抗体法の 所見か ら予想さ れ た よう に 反応陽性産物
は， モ ネ ン シ ン の 作用 に より 拡張 し た ゴル ジ装置内に
沈着 して い た． こ の こ と は M M P－3 の 合成 ． 分泌 に ゴ
ル ジ装置が関与 して い る こ と を形態学的 に 裏づ け てい
る．
R A滑膜細胞が M M P－3 を合成 ． 分泌 す る に も か か
わ らず， 組織学杓に 炎症所見の な い 正 常滑膜組織 に お
い ては M M P－3 の 合成 ． 分泌が全 く行 われ て い な い こ
と は興味深い 所見 である． 継代 した培養滑膜細胞 は リ
ン パ 球や マ ク ロ フ ァ ー ジの 調整培地ある い は イ ン タ ー
ロ イ キン ー1 な どに よ る刺激下 で の み M M P－1， M M P．2
及 び M M P．3 を合成 ． 分 泌 す る こ と が 知 ら れ て い
る7甘頼朝
． 従っ て， R Aに お い て は内膜下結合組織中に
浸潤 した マ ク ロ フ ァ ー ジを初 め とす る種 々の 炎症細胞
が イ ン タ ー ロ イ キ ン ．1 な どの化学伝達物質 を放出 し，
滑膜内膜細胞の過形成と と も に M M P－3 の合成 ． 分泌
へ と作用 して い る と考 えられ る． 実際， R A滑膜組織 は
イ ン タ ー ロ イ キ ン ー1 活性 を 分泌 して い る こ と が 報告
さ れ て お り3銅 7I， これ まで わ7 ぴZf7ノ0 で の み考 え られ て
い た イ ン タ ー ロ イ キ ン 1 を介 し た M M Ps の 合成 ． 分
泌 が 玩 了 扉 裾 で も 存在 す る可能性が本研究よ り推察さ
れ る．
結 論
関節軟骨 プ ロ テ オ ブ リ カ ン や王X塾コ ラ ー ゲ ン 分解能
力 をも つ M M P－3 に 対す る抗体 を用 い て ， 本酵素の 培
養 R A滑膜細胞 と R A滑膜組織 及 び 正 常滑膜組織 に
お け る免疫組織化学的局在を検討 し， 以下 の 結果を得
た ．
1 ． 抗 M M P．3抗体 は M M P－3活性阻害試験， オ ク
タ ロ ー ニ 法， 免疫沈降反応法， We ster nblot法， 螢光
抗体法の 吸収試験 の各 デ ー タよ り M M P－3 に対 し特異
的 で ある こ とが 示 さ れ た．
2 ． 培養 R A滑膜細胞 は マ ク ロ フ ァ ー ジ 調整培地
で 刺激す る と， 培養液中に仁3Hコ標識 カ ル ポキ シ メ チ
ル 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン を分解 し， か つ 抗体 と免疫沈降
反応 を起 こ す M M P．3 を分泌 した ． 間接費光抗体法で
は モ ネ ン シ ン 処理 をう けた培養滑膜細胞内の核周囲に
螢光 が認 め られ た ． モ ネ ン シ ン短時間処理 く10分間う
や 未処理材料で は 螢光 は ほ とん どみ られ な か っ た ．
3 ． R A滑膜組織 で はモ ネ ン シ ン 処理 材料 で 滑膜内
膜細胞に M M P－3 に対 す る蛍光が陽性 に 認め ら れた ．
しか し， 正常滑膜組織 で は モ ネ ン シ ン 処理 材料 で も螢
光 は全 く観察さ れ なか っ た ．
4 ． 免疫電顕法 で は， 反応陽性産物 は R A滑膜芽細
胞 くB細胞， F和服削 の み の 陽性で ， モ ネ ン シ ン 処理 で
拡張 した ゴ ル ジ装置内 に 局在 した．
以上 の デ ー タ よ り， M M P－3 は培養 R A滑膜細胞 の
みな ら ず才乃 リグぴ0 に お い て も R A滑膜芽細胞 に よ っ て
合成 ． 分泌 され て い る こ とが 明ら か とな り ， リ ボ ゾ ー
ム での 合成後 ゴ ル ジ装置を経由 して細胞内 に貯蔵さ れ
る こ とな く持続性 に 分泌さ れて い る と考 え られ た．
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